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明确答案。本文展示了 Axin 这个 Wnt 信号通路的核心调控分子，在这两种不同
的细胞行为中，和 Pirh2，Tip60，HIPK2 以及 p53 形成不同的复合体。在亚致死
剂量的紫外辐射或是柔红霉素的处理下，Pirh2 通过竞争 HIPK2 与 Axin 的结合
而阻碍 Axin 介导的由 HIPK2 催化的 p53 的 46 位氨基酸的磷酸化。而在致死剂
量的刺激下 Tip60 和 Axin 的相互作用受 ATM/ATR 激酶调控而增强，并与 Pirh2
竞争与 Axin 的相互作用，导致 Pirh2 离开 Axin，形成 Axin-p53-HIPK2-Tip60 复
合体，使 p53 得到 大程度激活而诱导细胞凋亡。在 AxinFu/+ 小鼠的表皮成纤
维细胞受到致死剂量柔红霉素刺激时，p53 转录活性的激活很大程度被削弱。这
也和 AxinFu/+ 小鼠在基因毒素刺激下更易得肿瘤，以及过量表达实验中 AxinFu
蛋白能抑制 p53 活性的发现相吻合。因此，Axin 在 p53 执行肿瘤抑制功能时起
着重要作用，即在不同程度的基因损伤下，与 Tip60 和 Pirh2 形成不同复合体以




















Cells can undergo cell-cycle arrest to repair damaged DNA or apoptosis to 
eliminate permanently damaged cells that carry inaccurate genetic information 
following genotoxic stresses. The two cell fates are determined by signaling cascades 
that seem to converge on p53 signaling. However, how thresholds of p53 activation 
are intricately controlled by orchestration of increasingly many factors remains 
unclear. Here we show that Axin, a central regulator of Wnt signaling, forms distinct 
complexes with Pirh2 and Tip60 as well as HIPK2 and p53 at their endogenous levels, 
during different cellular commitments. In cells treated with sublethal doses of UV or 
doxorubicin, Pirh2 abrogates Axin-induced p53 phosphorylation at Ser-46 catalyzed 
by HIPK2, through competing against HIPK2 binding to Axin. However, in response 
to lethal treatments，Tip60 interaction with Axin is increased by ATM/ATR kinases 
and pushes off Pirh2, forming Axin-Tip60-HIPK2-p53 complex that allows for 
maximal p53 activation to trigger apoptosis.p53 transactivation is greatly 
compromised upon lethal Dox treatment in the skin fibroblasts derived from AxinFu/+ 
mice coinciding with Axin mutation promotes carcinogenesis in AxinFu/+ mice and the 
dominant-negative role of AxinFu protein on p53 activation. Thus, Axin is a critical 
determinant for p53-dependent tumor suppression, in which Pirh2 and Tip60 play 
switching roles to trigger cell-cycle arrest or apoptosis upon different severity of 
genotoxic stress. 
 


















CHAPTER 1 Introduction 
1.1 DNA 损伤反应 
1.1   DNA damage response 
1.1.1 简介  
1.1.1 General introduction 
  保证基因组的完整性和保真度对于所有的生物的生存来说都是极其重要的。




或是通过阻碍 DNA 代谢进程而实现[1-3]。 
  DNA 损伤反应（DNA damage response，DDR）通过感受器，转导器以及效应
器的和谐工作来修复 DNA 损伤，解决 DNA 复制过程中的问题，并和细胞进行中的
生理活动相协调。在感知 DNA 损伤后，细胞周期控制点被激活并阻滞细胞周期的
行进，为修复受损 DNA 争取时间，从而避免了把损伤的 DNA 传给下一代细胞。当
细胞的 DNA 损伤严重到无法修复的地步时，就会通过凋亡（apoptosis），坏死
（necrosis），自我吞噬（autophage）等途径被移除细胞群体[4-7]。 
  由于许多种类的癌症发生，都是由 DNA 损伤无法被正确识别并修复而引起的
[8]，所以人们非常期待随着对 DNA 损伤的复杂过程的深入研究能带来新的治疗
策略和介入点。10 多年来在这个领域的研究深刻的改变了很多概念性的观点，
并使 DNA 损伤反应的感受及转导过程的机制逐渐明晰，成为研究的焦点。 早的
对 DNA 损伤反应机制的了解始于 1996 年的对出芽和裂殖酵母的研究。这项研究




1.1.2 DNA 损伤的识别 















  为了能很好得保护基因组，各种 DNA 的结构的改变如缺口（nick），空缺
（gap），双链断裂（double strand break，DSB）等都必须能被探测到。已知细
胞内至少有五个相独立的分子复合体起着感受并传导 DNA 损伤的信号的作用
[12]。其中，人们了解 多的是 ATM 复合体和 ATR 复合体。 
  ATM（ataxia telangiectasia mutated，共济失调性毛细血管扩张突变）。
是 PIKK 激酶家族的成员之一。ATM 在 DNA 双链断裂（DSB）时被激活，但是其起
始过程并不十分清楚。研究提出两种可能的模式，第一种认为 DNA 双链断裂引起
的染色质的结构变化足以激活 ATM，这样，ATM 就是损伤的直接感受器；另一种
模式则认为 MRN（Mre11/Rad50/Nbs1）复合体识别并结合与 DNA 双链损伤处，从
而吸引并促使ATM被激活。ATM在细胞中以无活性的二聚体或多聚体的形式存在，
在其被募集到 DNA 双链断裂处时自磷酸化，解聚并活化[13]。 
  与 ATM 主要响应例如离子辐射（ionizing radiation）造成的 DNA 双链断裂
不同，ATR（ATM and Rad3-related）在 DSB 中只扮演后备的角色，在紫外辐射
和一切能造成 DNA 复制叉阻滞的化学药物诱导的 DNA 损伤中却是主角。尽管 ATR
能被多种类型的 DNA 损伤激活，大多研究还是支持含有单链 DNA（ssDNA）的结
构在此过程中是必需的。在 DNA 复制及损伤产生单链 DNA 时，单链结合蛋白复合
体 RPA（single-strand binding protein complex）与单链 DNA 结合。ATR 识别
RPA-ssDNA 复合体还依赖于另一个蛋白，ATR 结合蛋白（ATRIP，ATR-interacting 
protein），它被认为是 ATR 的一个调节亚基。RPA-ssDNA 复合体一方面通过 ATRIP
来招募 ATR，另一方面又能招募并激活 Rad17 钳状载体。Rad17 在被激活后又可
以负载 PCNA 相关的 911（Rad9-Rad1-Hus1）复合体于 DNA 上。然后 ATR 磷酸化
Rad17 和 911，以及一个和 911 以及 ATRIP 都能结合的蛋白 TopBP1，并在此过程
中被激活[14]。 
  本文中在细胞实验中采用柔红霉素或中波紫外辐射（UV-B）诱导细胞 DNA
损伤。柔红霉素（doxorubicin，简写为 Dox）的商品名为阿霉素（Adriamycin），
是一种用于肿瘤化疗的蒽环抗生素。柔红霉素可以嵌入 DNA 双链，导致 DNA 复制
时拓扑异构酶II复合体在解开DNA双链后行进受阻而产生DNA单链和双链缺口。

















1.1.3 DNA 损伤的信号转导 
1.1.3 DNA damage signaling 
  DNA 双链断裂（DSB，DNA double-strand break）是 严重的 DNA 损伤类型
之一。ATM 和 ATR 激酶都会被双链断裂激活。一旦 ATM 被激活，它就会磷酸化一
系列下游底物，如能协助 ATM 磷酸化检查点激酶 CHK2，进而激活负责 S 期检查
点控制的激酶 CDC25 的蛋白 Nbs1，CHK1，CHK2，p53 和 p53 的 E3 连接酶 Mdm2，
组蛋白 2AX（H2AX）以及与乳腺癌易发相关的蛋白 BRAC1。ATM 和 ATR 激酶起着




1.1.4 Cell cycle check points 
    G1 期细胞周期检查点的存在能阻止损伤的 DNA 被复制，也是在哺乳动物中
被研究地 为深入的检查点。这个检查点的核心是 p53 蛋白的增加和活化。 
  S期检查点在DNA受损伤后则起着监控细胞周期行进和降低DNA合成速度的
作用。对于离子辐射造成的 DNA 损伤，激活 S期检查点至少是通过两条途径。其
一，离子辐射造成的损伤诱导 ATM 激酶磷酸化检查点激酶 CHK2 的 68 位苏氨酸。
CHK2 激活后，磷酸化 Cdc25A 磷酸酶的 123 位丝氨酸，并由此使其进入泛素化降
解途径。这样 Cdc25A 就不能正常行使其使细胞周期蛋白 Cdk2 去磷酸化的功能。
Cdk2/Cyclin E 和 Cdk2/Cyclin A 复合体就保持在非活化状态从而防止 DNA 合成
的完成。另一条途径不依赖于 Cdc25A。在响应离子辐射造成的 DNA 损伤后，ATM
磷酸化 NBS1，BRAC1 和 SMC1，以目前尚未明朗的机制使 DNA 合成速率下降。ATR
在启动 S期检查点的细节也不是非常清楚。有研究显示，ATR 能通过磷酸化 CHK1
激酶，进而磷酸化 Cdc25A，启动慢速的由离子辐射导致的 S 期阻滞。在紫外辐
射或羟基脲（Hydroxyurea）造成 DNA 损伤的情况下，ATR 很可能磷酸化 SMC1 而
使细胞进入 S期检查点。 
  G2 期细胞周期控制点重要性在于，它在染色体分离前阻滞细胞周期。细胞
周期蛋白 Cdc2 的活性控制着细胞是否进入有丝分裂。因此维持 Cdc2 上的抑制性

















在这些情况下，DNA 损伤导致 ATM 和 ATR 激活，磷酸化其下游的 CHK1 和 CHK2，
CHK1 和 CHK2 进而磷酸化磷酸酶 Cdc25C，从而促使 14-3-3 蛋白和 Cdc25C 结合。
这样 Cdc25C/14-3-3 蛋白复合体就被限制与细胞浆中，而无法去除核内 Cdc2 的
磷酸化，从而阻碍细胞进入有丝分裂[17]。 
  
1.1.5 DNA 损伤修复途径 
1.1.5 DNA damage repair pathways 




除修复（nucleotide excision repair，NER），DNA 错配修复（mismatch repair，
MMR），同源重组（homologous recombination，HR）和非同源末端连接
（non-homologous end joining，NHEJ）[18]。 
 
图 1.1 DNA 损伤修复途径 
Fig. 1.1 DNA damage repair pathways 
 
 Hakem, R., EMBO J, 2008. 27(4): p. 590. 
  
1.1.6 DNA 损伤激活的死亡机器 
1.1.6 DNA damage activated death machines 
1.1.6.1 凋亡（apoptosis） 
是一种形态学上对一种细胞死亡方式的描述，细胞的凋亡以核的浓缩和 DNA

















不依赖于 caspase 的凋亡途径则与凋亡诱导因子 AIF（apoptosis-inducing 
factor）从线粒体转位至细胞质相关。由于酵母基因组不编码 caspase 和 Bcl-2











的产生，Jun-氨基端激酶（Jun-N-terminal Kinase，JNK）和聚 ADP 核糖聚合酶
1（poly（ADP ribose）polymerase，PARP-1）的持续激活，都会导致细胞坏死。 
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